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第 5 章では、2-4 章で示された結果をもとに原始細胞の理論モデルを立て、計算機シ
ミュレーションのみを用いて原始細胞繁殖に重要であろう条件を考察した。 
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サイズ分布の分布関数としては主に LogNormal と Weibull 分布が知られているが、どち
らも実験結果を矛盾なく説明できないことが多い。また、リポソームはその内部にも小



























































（Unilamellar Giant Vesicle: UGV）であるが、リポソームは多重膜のもの（Multi Lamellar 















































































 私たちが 2.4.1 で提唱するモデルは、基本的には数値計算シミュレーションを用いて
解析した（2.4.2）が、解ける部分は解析的に行った（2.4.3）ので、この詳細を以下に示
す。 
 単位時間当たりの分裂確率がサイズ x に比例し、分裂が 2 等分であるとき、あるサイ



























































































































2   式 2.M2 
ただし、Kn(φ)はn次の第二種変形ベッセル関数である。 
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2     式 2.M4 
ただし、平衡状態においては、平均値x
_











β-galactosidase発現用プラスミド pET-bGalの調整を以下に示す。プラスミド pSV-bGal 
(Promega, Madison, WI)上の lacZ 遺伝子部分を Sense primer（5’-ＴＴＧＧＡＴＣＣＡＴ
ＧＣＣＴＴＣＴＧＡＡＣＡＡＴＧＧＡＡ）と Antisense primer（5’-ＴＡＡＡＴＴＡＡＧ
ＣＴＴＴＴＡＴＴＡＴＴＡＴＴＴＴＴＧＡＣＡＣＣ）を用いて PCR で増幅した。この
PCR 増幅断片と、ベクターであるプラスミド pET-21a (Novagen, Madison, WI)をそれぞれ
BamHIとHindIIIで制限酵素処理した後、TAKARA DNA Ligation Kit (Takara, Shiga, Japan)
で pET-21a に lacZ 遺伝子をライゲーションした。これによって大腸菌 DH5αを形質転
換し、Qiagen Plasmid Midi Kit を用いてプラスミド DNA（pET-bGal）を精製した。 
β-glucuronidase 発現用プラスミド（pET-uidA）の調整を以下に示す。pET-21a を EcoRI




TAKARA DNA Ligation Kit でライゲーションして pET-21a-SfiI を作製した。次に、
pCA24N_uidA（ASKA library JW1609、National Institute of Genetics よりいただいた）を
SfiI で制限酵素処理した後にアガロースゲル電気泳動を行い、uidA 遺伝子部分を断片回
収した。pET-21a-SfiI を SfiI で制限酵素処理したものをベクターとして、この uidA 遺伝
子部分とライゲーションした。これによって大腸菌 DH5αを形質転換し、Qiagen Plasmid 
Midi Kit を用いてプラスミド DNA（pET-uidA）を精製した。 
 
2.3.4. 凍結乾燥リポソームの調整 
1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (POPC; Avanti Polar Lipids, Alabaster, 
AL) 、 cholesterol (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) 、 1,2-Distearoyl-sn-Glycero- 
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3-Phosphoethanolamine-N- [Methoxy(Polyethylene glycol)-5000] (DSPE-PEG5000; NOF 
corporation, Tokyo, Japan)を別々のバイアルにそれぞれ 17.6, 6.0, 6.9mg精密天秤を用いて







を 90 分間減圧状態に置き有機溶媒を完全に除去した。作製した脂質薄膜にD.W.を 1mL
注いで十分になじませるために室温で 20 分間静置した後、20 秒間のボルテックス、5
秒間の超音波処理を行った。リポソーム液を 0.4μm孔径のポリカーボネイトフィルタ
ー（Nuclepore Track-Etch Membrane）に通した後、リポソーム液を 40μLずつ新しいエ
ッペンドルフチューブに分注し、凍結乾燥機〔Labconco Corporation〕で一晩凍結乾燥を
行った。アルゴン置換を 3 回繰り返した後、パラフィルムで封をして-20℃で保存した。
作製した凍結乾燥膜の脂質組成は、POPC:cholesterol:DSPE-PEG5000 = 58:39:3 である14。 
 
2.3.5. 試験管内転写翻訳反応 
無細胞翻訳系としてはPURESYSTEM classic II (Post genome, Tokyo, Japan)を使用し18、
その説明書に従って、終濃度 0.2 nMのプラスミドDNA（pET-bGal及びpET-uidA）、50μ
M の 基 質 （ pET-bGal 及 び pET-uidA そ れ ぞ れ に 対 し て 、
5-(pentafluorobenzoylamino)fluorescein di-β-D-galactopyranoside (PFB-FDG; Invitrogen, 
Carlsbad, CA) 及 び  5-(pentafluorobenzoylamino)fluorescein di-β-D-glucuronide  
(PFB-FDGlcU; Invitrogen, Carlsbad, CA)）を含む反応液を 1 サンプルあたり 20μL氷上で
作製した。これをMx3005P™ QPCR System (Stratagene, San Diego, CA)を用いて 37℃で 6
時間反応し、516 nm（励起 492 nm）の蛍光値を検出した。 
 
2.3.6. リポソーム内転写翻訳反応 

















2.3.7. FACS によるリポソームの体積測定 
内部体積の求め方は、過去の研究に従い14、蛍光ビーズと蛍光色素の蛍光強度の検量
線を引き、比例換算することで行った。具体的にはリポソーム内反応産物
5-(pentafluorobenzoylamino)fluorescein (PFBフルオロセイン; Invitrogen, Carlsbad, CA)の緑
色蛍光強度は、FACSAriaにより半導体レーザーを用いて 488nmで励起し 530±30nmの
バンドパスフィルターで測定した。また同じバンドパスフィルターで、既知分子数の緑
色蛍光タンパク質EGFPが付いたビーズであるBD Living colors EGFP calibration beads 










PE Quantitation kit (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA)を用いて赤色蛍光強度を測定
し、さらにAPCとPEの検量線を作成し、APCと赤色蛍光強度の比例関係式を求め、全体
積を求めた。具体的な換算式はvw = 0.12 FI(R)であり、FI(R)はFACSAriaからFCS2.0 形式
で出力した際の赤色蛍光強度である。 
 
2.3.8. FACS データの解析 
FACSariaからFCS2.0 形式で得られるデータは、緑色および赤色蛍光強度共に、線形
データにおいては 1-10000 の値、対数データにおいては 1-1024 の値として得られる（対
数データは線形データの底が約 1.009 における対数）。私達は、緑色および赤色蛍光強
度共に、その対数データを幅 20 で 52 個の階級にわけ、2 次元ヒストグラムにして解析
した。なお、図 2.6Aの最頻値は、vw（赤色蛍光強度に比例）に対して上記のように階級
を区切り、それぞれの階級におけるvpに対するヒストグラムのvp > 0.16 fLでの最頻値で
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ある。また、同様に図 2.6Bの最頻値は、vw > 0.12 fLにおける最頻値である。 
図 2.7B灰色実線に用いたフィッティン式 2.10 の導出を以下に示す。リポソームの分
裂において、単位時間当たりの分裂確率がサイズに比例し、分裂後のサイズ分布が一様
分布になる場合を考える。まず、全てのリポソームのサイズを合わせると 1 であるとす
る。この 1 をn回、n+1 個に分割したとき、そのn+1 個のサイズxの確率密度関数f(x,n)は
n(1-x)n-1でしめすことができる8。ここで、マクローリン展開の 1 次近似を用いると、 
f(x,λ) = λ exp(-λ x) 
と近似することができる8。ただし、λはnを連続化した値である。これは指数関数であ
り、平均値は 1/λである。さらに、式 2.8 にあるように、サイズに比例した項を書ける














































(),()(2),( div0 div txfxpdxSGtfpdt

























































































































































黒色点線はそれぞれ、S = 0.1、ndiv = 1において分裂のみで十分に時間がたったときの分布、
ndiv = 1で分裂が一様分布である（つまりS = ∞）分布である。以下、B-Eにおける●は、分裂
のみで十分に時間がたったときの結果。B. 対数スケールでの分散のS依存性。黒色点線、破
線はそれぞれ、分裂を一様分布（S = ∞）、均等分布（S = 0）としたときの結果。C. 対数ス
ケールでの歪度のS依存性。黒色点線、破線はそれぞれ、分裂を一様分布（S = ∞）、均等分
布（S = 0）としたときの結果。 D. S = 0.1のときの対数スケールでの分散のndiv依存性。灰色





かを調べた。図 2.2Bおよび 2.2Cはそれぞれ、図 2.2A同様ndiv = 1 のときの、自然対数ス
ケールにおける分散および歪度のS依存性を示している。分散および歪度はそれぞれ、
分布の幅および左右非対称性をあらわす統計量である。分散は正規分布のときには分布








 私達は、ndivがどのようにサイズ分布に寄与するかを調べた。図 2.2Dおよび 2.2Eはそ
























































size ),(),(),( μ  
ただし、μはサイズあたりの成長確率（速度）係数である。式の誘導は試料と方法を参
照。この成長モデルに従いリポソームが成長する一方で、分裂が式 2.2 で表されるとき、































































∝ Partition volume (vp)
Red fluorescence











































私達はまず、試験管内における図 2.3A の生化学反応を調べた。その結果を図 2.4 に















































2.4.6. FACS を用いた実験系の確認 
 私達は、図 2.3Bにある生化学反応をリポソーム内で行い、これをFACSによって検出
した。図 2.5Aは、0.2 nMのβグルクロニダーゼをコードしたDNAと、50μMの


















































































応が起こる、すなわちプラスミドが少なくとも 1 分子封入される確率Preac(vw)は、 




依存しないという仮定の正当性を示唆している。フィットの結果からacapsul CDNA = 
0.034/fLを得た。使用したプラスミドDNA濃度CDNA = 0.2 nM（= 0.12 molecule/fL）から、

















は、式 2.3 へのフィットの結果得たacapsul CDNA = 0.034/fLから、P1を推定した（図 2.5B、


















ぞれ 3.5、4.5、1.5、2.0μm程度（体積 22、48、1.8、4.2 fL程度）で、(i)と(iii)、および
(ii)と(iv)のリポソームの緑色蛍光部分はそれぞれ直径が 1.5 および 2.0μm程度（体積 1.8




































に平行な断面のvpに対する 1 次元ヒストグラムである。この分布の解析結果を図 2.6Aに
示した。結果、対数スケールでの分布の最頻値のvp（MODE-vp、図 2.6A●、左軸）はvw

























































0.31 vw ）。黒色実線は○の平均値（= 4.5）。B.一定のvpにおけるvwに対するヒストグラムの
解析結果。図2.5Aにおいて、ある一定のvpにおけるvwに対するヒストグラムの分布の最頻値
（MODE (vw)、●、左軸）および半値全幅（FWHM、○、右軸）のvw依存性。灰色破線は比
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CABP =       式 2.8 


















その分裂が比較的 2 等分であるとすると、単位表面積xの分布は式 2.M4 で記述される。
実際に、fw(vw)に総頻度（10 万個）をかけた頻度分布である、全リポソームのvwの分布











































2.M4（ただし、x = vw2/3とした）へのフィッティング。 B. vp/vw分布。 ●、○、△、×はそれ








2/3 = 2.8 (fL2/3)）。ここで注目すべきは、Lognormalと
は異なり、その分布の幅は可変ではなく固定であるにもかかわらず、この程度一致した
ということである。以上のように、リポソームの全体積vwの確率密度関数fw(vw)が、式









分布fp(vp/vw)は式 2.M4 になると考えられる。よって、式 2.8 よりP(A|B)の分布関数は、
式 2.M4 にvp/vwをかけたものであると予想される。私達は、P(A|B)がvp/vwにのみ依存す
るという結果（図 2.6A）のもと、各一定のvwにおけるvp/vwの分布をP(A|B)として求めた。











































ABP λλ exp)|( 2       式 2.10 
ただし、λは指数分布fp(vp/vw)における平均値の逆数であり、1 つのリポソームにおける








れたい（式 2.10）。また、私達の実験系と式 2.10 を用いてλは簡単に求めることができ
るため、各調整法によって作成したリポソームの、内部区画性の定量的な指標となるこ
































































































具体例を示して以下に説明する。サイズ 1 のリポソームが 100 個存在したときに、次の
瞬間にはそのうちの 10 個が分裂したとする（分裂確率 0.1）。このとき、たとえ分裂が





2 項であらわされるとき、その確率に依存し、確率が 1 のときにばらつきはなく、確率
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 第 3 章：QβレプリカーゼによるRNA複製反応の速度論的解析 
 
3.1. 概要および本論文での位置づけ 
 本章において、私達は原始細胞においても行われていたであろう RNA 複製のダイナ
ミクスの実験モデルとして、Qβレプリカーゼによる RNA 複製反応の速度論を研究し













あるとき（>100 nM）、単位時間当たりに RNA が 2 倍になるというだけの最も簡単なモ
デルで説明できることがわかった。以上のように、原始細胞について、そのゲノム RNA







る2, 3。この酵素は 4 量体でありファージゲノムにコードされているβサブユニットと、





















































酵素溶液はストックバッファー(25 mM Tris-HCl, pH 7.8, 125mM NaCl, 2.5mM MgCl2, 
0.5mM EDTA, 10 mM 2-mercaptoethanol, 50% (v/v) glycerol)中で保存した。使用した酵素
















遺伝子、Qβレプリカーゼβサブユニット遺伝子に存在する 2 つのStyIサイト間の 1072
塩基長を欠損したもの、Qβレプリカーゼβサブユニット遺伝子の相補鎖を
pUC-MDV-LRのBglIIサイトに挿入して作成した。S222 RNAはMDV-1 RNAの変異体の相
補鎖であり、8 塩基の変異、3 塩基の挿入、2 塩基の欠損がある。S130 RNAはS222 RNA
の 5’側とよく似た 130 塩基長のRNAであり、2 塩基の欠損、7 塩基の変異、3’末端への





3.3.3. 鋳型 RNA の調整 
第3章：QβレプリカーゼによるRNA複製反応の速度論的解析
- 48 -
鋳型 RNA は AlwI（S130 および S222 RNA）もしくは SmaI（その他の RNA）によって
直鎖化したプラスミド DNA の T7 RNA ポリメラーゼ(Takara, Shiga, Japan)を用いた試験
管内転写により合成した。その後、鋳型 DNA は DNase I (GE Healthcare, Buckinghamshire, 
UK)によって消化した。RNA は RNeasy mini (Qiagen, Tokyo, Japan)を用いて精製し、水
に溶出した。RNA 溶液は使用前に、70℃で 2 分間前処理し、5 分間室温においた。 
 
3.3.4. 複製反応のリアルタイム検出 
複製反応溶液（20μL）は、氷上で反応緩衝液（125 mM Tris-HCl、pH 7.8、5 mM MgCl2、
0.1 mg/mL BSA、各 1.25 mM の ATP、GTP、CTP、UTP、500 nM（ABI PRISM 7700 Sequence 
Detector 使用時）もしくは 200 nM（Mx3005P™ QPCR System 使用時）の ROX reference dye 
(5-carboxy-X-rhodamine, Invitrogen, Tokyo, Japan)、1×濃度の SYBR® Green II (Invitrogen, 
Tokyo, Japan)、5 mg/mL Triton-X100）に鋳型 RNA および 1μL の Qβレプリカーゼ溶液
を加えて作成し、これを 37℃で反応を開始した。ROX は試験管の間の誤差を標準化す
るための内部指標として加えた。指数期および飽和点の解析のための反応は、様々な濃
度の酵素（12.5、25、50、100、200、400 nM）、0.004 nM（S130、S222、MDV-poly、MDV-T12 
RNA）もしくは 0.4 nM（MDV-CAT、MDV-dBETA、MDV-BETA RNA）の鋳型 RNA を
用いて、37℃で 15 分間反応を行った。線形期の反応は、10 nM の酵素と、100 nM（S130、
S222 RNA）もしくは 200 nM（MDV-poly、MDV-T12 RNA）もしくは 60 nM（MDV-CAT、
MDV-dBETA、MDV-BETA RNA）の鋳型 RNA を用いて、37℃で 2 時間反応を行った。 
 反応は 37℃において、指数期および飽和点の解析には ABI PRISM 7700 Sequence 
Detector (PE Applied Biosystems, Foster City, CA)を、線形期の解析には Mx3005P™ QPCR 
System (Stratagene, San Diego, CA)を用いて検出した。ABI7700 において、488 nm の励起
光による蛍光スペクトルは、最小二乗法を用いて SYBR® Green II と ROX のそれぞれの
スペクトルに分解した。分解したスペクトルのピーク値の比（SYBR® Green II / ROX）
をシグナル強度とした。Mx3005P においては、610 nm（励起 585 nm）の蛍光値に対す
る 516 nm（励起 492 nm）の蛍光値の比をシグナル強度とした。RNA 濃度はどちらの機
器に関しても、吸光度から換算した RNA 濃度に対するシグナル強度の検量線により求
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=         式 3.2 
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= − +       式 3.3 
ただし、[x]はxの濃度、Eは遊離の酵素（つまり[E] = [Et] - [E-Rp] - [E-Rn]、Etは全酵素）、
Rpは空の生産的結合部位、k1およびk-1はそれぞれ生産的結合の会合及び解離定数、kcatは
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ここで、フィッティングパラメタを減らすために、k-1 >> kcatもしくはk-1 << kcatのどちら
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    式 3.4’ 
ただし、KMは(k-1 + kcat)/k1であり、[E280]は 280 nmの吸光度から求めた酵素濃度である。
αは[E280]に対する[Et]の比（α = [Et]/[E280]）であり、酵素の調整ごとに異なる（データ
不掲載）。式 3.4 および 2.4’のどちらを用いてもkcatとKMを求めることができる。ただし、
それぞれの仮定が間違えていた場合、本研究の条件ではkcatは正確に求めることができ、






[E-Rn] [E-Rp][E][Rn] [E-Rn] [E-Rn]
[Rt]
d k k k
dt −
= − −     式 3.5 




式 3.5 の第 3 項は伸長反応中の酵素による、それと同じRNA上に結合している酵素
（E-Rn）の解離である。ここで私達は、飽和点は指数期でもあるということで、[E] ≒ 
[Et]と仮定する。さらに、フィッティングパラメタを減らすため、ほとんど生産的結合








        式 3.6 
ここで、KM2は(k-2+2kcat)/k2である。飽和点（[Rt] = [Rsat]）においては、酵素は生産的お
よび非生産的結合のどちらかにほとんどが結合していて、遊離のものはほとんどない11, 
24（[Et] ≒ [E-Rp] + [E-Rn]）と仮定すると、 
sat M2 280
280 M2 280
[R ] [E ]




+= ⋅ + +
      式 3.7 
を得ることができる。酵素がRNAよりも十分多い（したがって[E] >> [Et]）という指数




sat sat satln[Rt] Boole[ ] ( ( ) ln( ))t t k t t a t b= < ⋅ − + +  
satBoole[ ] ln( )t t a t b+ ≤ ⋅ +       式 3.8 
ただし、α、b、k、tsatをフィッティングパラメタとして、Mathematica (Wolfram Research, 
Inc.)を用いてフィットした。Boole関数（Boole[φ]）はIverson’s conventionとしても知ら
れており34、φが真のとき 1 を、偽のとき 0 を返す関数である。よって、式 3.8 におい
て全RNA濃度[Rt]は、t < tsatのときは時間に対して指数的に増加し、t > tsatのときは線形
的に増加する。S130, S222, MDV-poly, MDV-T12, MDV-CAT, MDV-dBETA, MDV-BETAの
それぞれのRNAを用いた反応をフィットする際に使用したデータの時間は、2–4, 2–5, 
3–7, 3–7, 2–6, 3–7, 2–9 分である。 











酵素との結合部位は空であると仮定できる（[Rp] ≒ [Rt]および[Rn] ≒ n·[Rt]）。まず、
私達は生産的結合の会合は非生産的結合の会合よりも十分に速く(k1 >> n·k2)、触媒反応






       式 3.9 
さらに、RNA が酵素に対して過剰であることから、1 分子の RNA には 1 分子の酵素の
みが結合すると仮定した。この場合、伸長反応を行っている酵素による、同じ RNA 上
の E-Rn の解離（式 3.5 の第 3 項目）は無視できる。これらの仮定の下では、[E-Rn]に関
する速度式は次のように書き下せる。 
2 2
[E-Rn] [E] [Rt] [E-Rn]d k n k
dt −
= −       式 3.10 
式 3.9 および式 3.10、さらに[Rt] >> KMという仮定から、私達は酵素失活を考慮しない
場合の時間tにおける反応速度（Vcor(t)）を以下のように得た。 
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⋅      式 3.12 
S130 およびS222 を除くRNAを用いた反応では、式 3.12 は結果を正確にフィットする




































































    モデル 1
 
ここで、Eは酵素、Rfreeは遊離RNA、RpはRNAにおける空の生産的結合部位（[Rp] = [Rt] 
– [E-Rp]、[x]はxの濃度、Rtは全RNAを示す）、E-Rpは生産的結合部位に結合している酵




































































て異なり、k-1 >> kcat及びk-1 << kcatのときそれぞれ、式 3.4 及び 4’として求められる（資
料と方法を参照）。KMは(k-1 + kcat)/k1であり、酵素と生産的結合のミカエリス定数である。
私達は、k-1 >> kcatとk-1 << kcatのどちらかを知る術がなかったため式 3.4 及び 4’の両方で
結果をフィットし、式 3.4 によって得られた値を表 3.1 に示した。式 3.4’によって求め
られた値を式 3.4 のものと比べたとき、7 種全てのRNAについて、kcatは 2％程度大きく、





の速度定数をkothersとすると、1/kcat = N/kpol + 1/kothersと書ける。図 3.2Cは 1/kcatとNの関係を
示しており、これらは比例の関係にあることがわかる。図 3.2Cの回帰直線の傾き及び
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図3.2. 指数期の解析。A. 指数期のRNAの経時変化の結果の一例。0.004 nMのS222RNAと、400 
(●)、200 (○)、100 (■)、50 (□)、25 (▲)、12.5 (△) nMの酵素による反応の結果。●の反応に
ついての指数期、飽和点、飽和点でのRNA濃度[Rsat]が示してある。B. 指数増幅率kobsと酵素濃
度の関係。それぞれ以下のRNAの複製反応： S130 (●)、S222 (○)、MDV-poly (■)、MDV-T12 
















































polymerase41、3D polymerase42、HIV reverse transcriptase43、RNA polymerase II44、DNA 
polymerase I (Klenow) 45の値はそれぞれ 30、72、13,、20、50/sと知られている）。またkcat




 私達は飽和点を解析し、α、n、KM2 (= (k-2 + 2 kcat)/k2)の値を得た。飽和点では、RNA
の濃度は実働酵素濃度に達しており、遊離の酵素分子はほとんどないと考えられる24。
正確には、RNAと酵素のアフィニティーは実験に用いた濃度条件下において十分に高い













の 2 つのRNAに関しては、KM 2/α >> (1+n) [E280]もしくはn = 0 であることを示唆してい
る（式 3.7）。よって、これら 2 つのRNAに関しては、[Rsat]/[E280] = αであると近似でき
る。私達はこれらS130 とS222 RNAの全ての[Rsat]/[E280]の値の平均値から、α= 0.20 を得
た。なお、[Rsat]/[E280]の[E280]に依存しなかったので、これら 2 つのRNAに関してはKM2と
nの値は求めることができなかった（表 3.1）。私達は、その他 5 つのRNAについての実
験データを、式 3.7 と求めた値α= 0.20 を用いてフィットし、KM2とnの値を求めた（図
3.3A、表 3.1）。結果、nはRNAの長さNに正比例しており、その関係はn = 0.0038Nであ












図3.3. 飽和点の解析。A. [Rsat]/[E280] の酵素濃度依存性。それぞれ以下のRNAの複製反応の結

































 図 3.4Aにおける黒破線は 100 nM S222 RNAと 10 nMの酵素によって開始した反応の
RNAの経時変化である。黒丸は、その反応速度V(t)の経時変化を片対数表記で示してい
る。反応速度V(t)について、線形後期（late stage in linear phase）に単一指数減少（片対
数表記における線形現象）、および線形前期（early stage in linear phase）にその単一指数
減少からのズレが観察された（図 3.4A）。その指数減少と指数減少からのズレはそれぞ
れ、酵素失活と非生産的結合に起因すると考えられる。この仮定の下、ある反応時間t















いた反応速度Vcor(t) = V(t)⋅exp(kinact ⋅t)をを求めた（図 3.4Aの×、式 3.11 と 12 を参照）。こ
こで、初期と定常状態（late stage）でのVcor(t)は、それぞれVcor(0) = kcat ⋅α⋅[E280]、Vcor(∞) 
= kcat ⋅α⋅[E280]/(n⋅KM/Ki + 1)と記述できる（式 3.11 参照）。これらから、Ki = 
n⋅KM/(Vcor(0)/Vcor(∞) - 1)である。よって、妥当な精度で求めることができるVcor(0)とVcor(∞)
を測定し（資料と方法を参照）、指数期で求めたKMの値および飽和点から導いた関係式
n = 0.0038Nを用いて、7 つの全てのRNAについてKiを求めることができた（表 3.1）。KM
やKM2同様、KiとRNAの長さとは相関が観察されなかった。また 7 つのRNAの平均値は
































kinact = 0.012 /min


































図3.4. 線形期の解析。A. 線形期から開始した反応の経時変化。100 nMのS222RNAと10 nMの
酵素を用いた反応の結果である。黒色破線、●、×はそれぞれ、RNA濃度（左軸）、反応速
度（右軸）、酵素失活補正後反応速度（右軸）であり、黒色実線は●を式3.12にフィットした
結果。これにより、kcatα, n·k2·KM、k-2、 kinact はそれぞれ0.48 ± 0.02/min、0.030 ± 0.005/min、
0.036 ± 0.012/min、0.012 ± 0.002/minともとまった。灰色実線はこの結果を用いた酵素失活補
正後速度（式3.11）。B. 7種のRNAに関する、Vcor(0)/[E280] と kcatの関係。Vcor(0)/[E280]とkcatは
それぞれ、線形期と指数期の解析から求まったもの。実線は線形回帰であり、その傾きから








k1 = (k-1 + kcat)/KM > kcat /KMと記述することができる。私達がk-1の値を知る術はなかった
が、少なくともk1はkcat/KM（平均して 1/nM/minのオーダー、表 3.1 参照）よりも大きい



































































存在下での結果：何もなし(●)、U・C・GTP (○)、A・C・GTP (□)、 A・U・ GTP (◇)、A・







している。また、図 3.5Aの結果から求めた失活速度定数は表 3.2 に示した。これらの結
果から、複製反応溶液と同様の、GTP存在下での失活速度定数はどれも 0.01/min程度で
あり、図 3.4Aで求めた値（0.012 ± 0.002/min）とよく一致する。複製反応から求めた値

















0.034/min、12 µM、4.7 mMと求められた。同様に、私達は 4 種のNTPそれぞれのKiNTPを、













































き、大腸菌の体積は 1 fLオーダーである49ので、その中に 1 分子存在したときの濃度は
















3.5.3. 速度論定数と RNA 長の関係 
私達は速度論定数を直接求めただけでなく、触媒速度定数の逆数 1/kcatとRNAの長さN





0.01/sともよく一致する14, 50。またn = 0.0038Nより、以下に記す非生産的結合による 2
つの影響の大きさを予測することができる。第 1 に、指数期は長いRNAほど短くなる。
正確には、RNA増幅は、RNA濃度が実働可能酵素濃度と等しくなったとき（つまり[Rsat] 
















































傾きは 0.94（R2 = 0.77）であった。このことは 7 連ピリミジン配列が非生産的結合部位





1 分子結合できるということになる（n = 0.0038Nから、図 3.3B）。これは、RNAが高次




に折りたたまれた状態で存在するものなので、263 塩基長というのは 90 nmよりもかな
り短くなっていると考えるのが妥当であろう。Qβレプリカーゼの直径は知られていな
いが、サブユニットであるEF-TuとTsの複合体は約 10 nmであることが知られている56の
で、Qβレプリカーゼは 10 nmよりも少し大きい程度と考えられる。よって、もし 263
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 本章では、原始細胞内で行われる RNA 複製反応の実験モデルとして、リポソーム内






















































































 酵素による触媒反応のばらつきを測定するためには、通常酵素の 1 分子観察が理想的
であり、ポリメラーゼーションについては、DNAポリメラーゼ26やRNAポリメラーゼに
よる反応27が測定されている。しかしながら、RNAレプリカーゼについての報告は一つ







































 Qβレプリカーゼは過去の研究23（第 2 章）で用いたものを、Vivaspin 500 30,000 MWCO 
PES (Sartorius, Paris, France)を用いて、酵素ストックバッファー(25 mM Tris-HCl, pH 7.8, 
125mM NaCl, 2.5mM MgCl2, 0.5mM EDTA, 10 mM 2-mercaptoethanol, 50% (v/v) glycerol)
で 14 倍濃縮したものを用いた。 
 
4.3.2. 鋳型 RNA の調整 
 鋳型RNAは過去の研究23（第 2 章）と同じものを使用した。 
 
4.3.3. 試験管内複製反応の測定と解析 
 試験管内リアルタイム検出は、基本的には過去の研究23（第 2 章）と同じように行っ
た。ただし、反応温度はリポソーム内反応においてはリアルタイム測定ができないため、




 各初期RNA分子数を用いた反応に対し、それぞれ独立の試験管で 12 反応行ったとこ
ろ、これらには系統誤差を含んでいた。私達が測定に用いた機器Mx3005Pは、8 行 12
列、計 96 ウェル（試験管）の反応を同時に測定することができる。このうち、私達は
同じRNA分子数を用いた 12 反応を、1 行に並べて行った。結果、12 反応並べて初めて
検知できるほど微小な違いではあるが、ウェルの配置順とτにはほぼ線形の相関があっ
た（R2 = 0.73）。よって、その線形回帰直線からの偏差平方和を、サンプル数 12 から 1





管内反応に加え、終濃度 500nM APCを含む反応液を 1 サンプルあたり 30μL氷上で作製
した。この反応液 25μLを凍結乾燥中空リポソームに添加して良く混合した。上記のリ
ポソーム液を新しいチューブに 5μL移し、95μLの希釈液（反応溶液のうち、RNA、酵
素、APCを除き、終濃度 10μg/mLのRNase A (DNase-free; Nippon Gene, Tokyo, Japan)を加
えた溶液）を添加して混合した後、25℃で反応を開始した。時間経過に伴い 10μLサン
プリングし、氷上で冷やしたフロー溶液（125 mM Tris-HCl、pH 7.8、0.1 mg/ml BSA）









 式 4.7 をもとにして全体積vwに対するヒストグラムを反応体積vpに対するヒストグラ
ムに変換した方法を記す。実際にはvwを対数スケールの階級に区切ったヒストグラムを
もとに変換しており、また変換後もvpの対数スケールの階級に対するヒストグラムとし
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ここで、それぞれの R(j)は独立であり、線形に J に寄与しているので、J が最小になる
には、全ての R(j)それぞれに対して最小であるということである。よって、J を R(j)そ
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ここで、W(i)（iは 1 からn）は実験データ、R(j)（jは 1 からm）は変換後のデータである。
また、Pij（iは 1 からn、jは 1 からm）はある 1 分子のRNAが階級jのvpの区画に封入され
ているとき、そのリポソームの全体の体積がiの階級のvwである確率を示しており、式



















時間 60 分では飽和点（tsat、約 12 分、図 4.4C）から十分に時間が経過しているので、指
数期でのRNA増加分よりも線形期での増加分のほうが十分大きい（kcat Nenz t >> Nenz (1 – 
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としてもとまる。ただし、mはvpの階級数である。また、JreacはJreac = JA - JAVから求めた。 
 次に、これらの値からをSDlnRNA求める方法を記述する。上記同様、反応時間 60 分で
は飽和点から十分に時間が経過しているので、RNA分子数のばらつき（標準偏差SDRNA）















































































































































っているので、上述で求めたJreacから、aSD2が求まる。反応時間 60 分（t = 60 min）にお
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 ln(NRNA(t)) = kcat t + ln(NRNA(0))) (t ≦ tsatのとき) 










































==τ       式 4.2 
ここで、式 4.1 より、指数期および線形期それぞれの、自然対数スケールおよび線形ス
ケールでの直線の傾きはそれぞれkcatおよびkcat Nenzであることに注意されたい。また、



























































図4.1. RNA複製反応の確率過程モデルの結果。A. RNA分子数の経時変化。pcat = 0.1での反応シ
ミュレーションを独立に10回行い、それらのRNAの経時変化を示した（10種の異なる線）。
SDτとSDlnRNAの関係が記載してある。ただし、RNA分子数は方対数表記である。B. Aの線形
表記。 SDτとSDRNAの関係が記載してある。 C.  RNA分子数に対するヒストグラム。RNA1分
子から開始した計算機シミュレーションを独立に10万回行い、時間25（黒色実線）、50（灰色
実線）、75 （黒色太実線） 、100 （灰色太実線） 、150 （黒色破線） 、200 （灰色破線）




























反応確率 pcat が小さくなるほど SDlnRNA が大きくなることがわかる。また、
catlnRNA 128.1SD p−= という式でよくフィットできた（実線）。このように、SDlnRNAに
対するpcatの依存性は対数的ではなく、確率を無限に小さくしていっても（pcat = 0.00001












光色素SYBR® Green II を用いた系であり、RNA濃度が低いときは蛍光強度とRNA濃度
は比例する。詳細は私達の過去の研究を参照のこと（第 2 章）。実線は、蛍光強度が 0.05
の線であり、ここに達した時間をτとする。なお、この領域（蛍光強度 0.05 付近）で
は、RNA濃度（したがって分子数）と蛍光強度は比例する。また、この領域では片対数

















ττ +−=       式 4.3 
と記述できる。図 4.2Bはln(NRNA(0))に対して、τをプロットしたものである。ただし、
τはそれぞれのNRNA(0)に対して 12 反応おこなった平均値である。灰色実線は、直線回
帰線であり、傾きおよび切片はそれぞれ-1.25 min、31.2 min（R2 = 0.999）であった。式
4.3 から、この傾きが-1/kcatであることがわかり、結果からkcat = 0.80/minが求まった。図











































































4.4.3. リポソーム内複製反応の FACS を用いた計測 
 私達は、リポソーム内での初期RNA1 分子からのRNA複製反応をFACSにより測定し
た。私達のグループでは、リポソーム内における様々な生化学反応のFACSによる測定
に成功している18, 31（第 1 章）。図 4.3Aは、有効酵素濃度 2.15μM、初期RNA濃度 1 nM


























































































































exp(-acapsul [R0] vw)と表すことができ、逆にRNAが少なくとも 1 分子封入される確率は、
1- exp(-acapsul [R0] vw)で表すことができる。これらより、全体積vwをもつリポソームの全
頻度をFw(vw)とすると、全体積vwをもち反応したリポソームの頻度Fwreac(vw)は 







式 4.4 でフィットした結果、acapsul [R0] = 0.054 nMを得た（黒色実線）。[R0] = 1 nMより、
acapsul = 5.4%であり、これは過去の研究における核酸の封入効率（10％程度）とよく一
致した。得られたacapsul [R0] = 0.054 nMから、反応したリポソームのうち、RNAが 1 分子
しか封入されない確率（P1）を、ポアソン分布から推定することができる（図 4.3B、黒
色破線）。ここから、50 fl程度以下のvwであれば、半数以上は 1 分子以下しか封入され
ないということがわかった。なお、100 fl程度でもほとんどが少数分子のみである。100 
flを超えるvwをもつリポソームの頻度は非常に小さいことから、反応リポソームのほと
んどはRNAを 1 分子しか封入していないことが示された。 
 リポソームは、その内部にも複数の区画を持っていることが知られている。リポソー
















vvF λλ −=      式 4.5 
ただし、λは指数分布関数の平均値の逆数である。今、Fwreac(vw)が実験からもとまって
いるので（図 4.3B、黒色実線）、式 4.5 よりFwp(vw,vp)を求めることができる。図 4.3Cに、
式 4.5 およびFwreac(vw)、および別で求めたλの値 9.2（試料と方法参照）を用いて推定し
たFwp(vw,vp)を示した。ここで、Fwp(vw,vp)を求めるということは、ある 1 分子のRNAがあ
るvpの区画に封入されているとき、そのリポソームのvwがいくらであるか、その確率密













vvf       式 4.6 
このfwp(vw,vp)により、任意のリポソーム集団の全体積vwをもつ頻度Fxw(vw)は、同じくvpを
もつ頻度Fxp(vp)を用いて以下のように表すことができる。 














合上、図 4.3Dは図 4.3Aに比べて体積の階級数が 4 分の 1 に減らしてあるため、連続性
が減少しており、また階級あたりの頻度は約 4 倍になっている。私達は、以上のように







酵素濃度[E]は一定であり、Nenz = [E] vpであると考えられるからである。また、図 4.3D
における緑色蛍光強度は、リポソーム内RNA分子数と比例している。私達は、各反応体
積vpにおける、緑色蛍光の平均的代表値<Gr(vp)>から換算されるRNA分子数の平均的代
表値<NRNA(vp)>の経時変化から、モデル 2 において反応に依存する全 2 つの定数、触媒
反応速度定数kcatおよび酵素分子数Nenzを求めた。各反応時間における<NRNA(vp)>は以下









分の結果（図 4.3D）のうち、vp = 4.2 flの階級における緑色蛍光強度のヒストグラムで
ある。これを、2 つのLognormalでフィットした結果が灰色実線である（ただしLognormal
における標準偏差を 1.7 倍に固定）。このように、2 つのLognormalでフィットし、緑色
蛍光強度が高いほうのLognormalの平均値を<Gr(vp)>とした。このようにして得た各vpの
階級に対する<Gr(vp)>を、図 4.4Bに示した。それぞれの自然対数を直線回帰することに









黒色点線）とよく一致した。Nenzは、封入した濃度（[E] = 2.15μM = 3600 molecule/fL）
から想定される分子数（Nenz = [E] vp =3600 vp、灰色破線）に対して 49％程度（[E] = 1.1


































































































































分けることができる。すなわち、JA = JAV + Jreacである（詳細は試料と方法）。よって、
Jtotalに寄与しているばらつきのうち、反応のばらつきおよび体積のばらつきを意味する
ものはそれぞれ、Jreac = JA - JAVおよびJvol = JAV + JBであり、 B









使用したSDlnRNAを求めることができる（詳細は試料と方法）。結果、SDlnRNA = 21 が求ま




















































































4.5.1. 第 4 章の結論 
 本研究では、原始細胞内で行われる RNA 複製反応の実験モデルとして、リポソーム












4.5.2. 原始細胞における RNA 複製反応の可能性 
 リポソーム内と試験管内で、RNA 複製反応の効率がほぼ同じであったことについて
考察する。通常の試験管内反応（10-100μL オーダー）では、体積に対する面積比、つ










4.5.3. 原始細胞における RNA 複製反応に対する体積の効果 
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補足資料4.3 反応したリポソームの封入前反応溶液中RNA濃度依存性。A, B, C, D, Eはそれ


















がある。の 4 つである。 
 
5.2. 背景 























































































































5.3.3. 内部 RNA 分子の反応設定 
次に、モデルにおける内部RNA分子の反応を説明する（図 5.1B）。私達は、モデルを































































分裂にともない増幅していくことである。複製反応には 2 分子必要なので、Repを 2 分
子以上保持していないと自己複製能を持たないことに注意されたい。逆に、絶滅する、
つまり生細胞がいなくなるというのはどのようにして起こりえるかを説明する。生細胞
が生細胞でなくなる、つまり死亡する理由には以下の 2 つがある。1 つめは細胞分裂に






一細胞内に存在し、変異がない場合、反応 5.1 と反応 5.2 における触媒確率（触媒速度）
が同じであるので、RepおよびMutあたりのそれぞれの増幅率（単位時間当たりに倍加
する割合）は同じである。しかしながら、反応 5.3 ではRepのみが減少するので、必ず






















2. Mutant replication1. Replicator replication
























から、Nmax = 3 のときは、Repが 2 分子以上の生細胞を新しく生み出すことができない
のでPprop = 0 となっているが、Nmaxがそれより大きいときは、全てのμにおいてNmaxが小
さいほどPpropが大きいことがわかる。これは少数分子性によって、Mutの出現を抑える
ことができるからである。また、pcat >> pdivを仮定しているため、例えばNmax = 3 であっ










max <N      式 5.1 
である。実際に、各μにおいてPpropが 1/2 になるようなNmaxを 1/μに対して図 5.2Bにプ
ロットした（○）。結果、Nmaxと 1/μは傾き 1 で正比例し（図 5.2Bの実線）た。以上の
ように、RNAの複製とリポソームの分裂の速度に依存せず（静的）、細胞内でのRNA複
製反応に量的制限がある場合、原始細胞繁殖の条件における細胞内RNA分子数と変異率
の関係は、式 5.1 で示されることがわかった。 
 
5.4.2. 動的な原始細胞繁殖条件―RNA の分子間親和性が高い場合 
 私達は次に、RNA の複製と細胞膜の分裂速度がつりあうことにより原始細胞が繁殖
しえる場合を調べた（動的）。まず、RNA 分子の反応における 2 分子間の衝突は無視す
ることとした。これは、溶液反応速度論的には、2 分子間の親和性が十分に高く、反応
が濃度に依存しない場合と言えるため、以降は“RNA 分子間の親和性が高いとき”と

















































































     式 5.2 
ただし、このときのpcatやpdivは確率ではなく、その確率に比例した速度定数として考え
ることができる。この平衡状態での解はRepおよびMutの分子数（それぞれNRおよびNM）

















Mutが出現しないという仮定の下、式 5.2 においてNM = 0 およびμ= 0 を仮定すると、定
常状態をとるのは、pcat/pdiv = 1 のときであることがわかる。 





























>μpcat NRであり、いまpcat/pdiv = 1 であるので、許容されるNRは式 5.1 同様 
μ
1<RN         式 5.3 
になることがわかる。これは変異率μが小さいほうが、許容されるNRの範囲が広く、原
始細胞繁殖確率が高くなることを示しており、図 5.3 ではそのようになっている。 
 
5.4.3. 動的な原始細胞繁殖条件―RNA の分子間親和性が低い場合 











































    式 5.4 
ここで、NR 2はRep同士の 2 分子が衝突して反応することを表しているため、分子の離
散性を考えると、(NR -1) NRが正しいが、単純のためにこのように記述している。ただ









細胞繁殖のためには、Mutが存在しない状態（Mut = 0 かつμ = 0）においてRepは定常




pvN R =         式 5.5 
のときである。ただし定常状態でのNRをNR*としている。しかしながら、式 5.5 のとき、
































であり、NR = NR*のとき、式 5.3 同様になることがわかる。よって、 
μ
1*2 << RN     式 5.6 
である。ここで、例えばμ= 0.01 のときについて考える。NR*が 2 などの小さい条件で
































































また、Ppropが高いpcat pdiv-1 vcell-1は 0.05 程度であり、やはりNR*は数十程度が最適であるこ























































オーダー）において 1 分子存在すれば満たす濃度（1 nM）である。つまり、十分に進化
したRNAやタンパク質などであれば、私達が仮定した“分子間親和性が高い場合”とい
う状況を満たしている。実際に、単体でRNA複製を触媒することができるQβレプリカ
































起こるというものである（第 2 章参照）。つまり、式 5.4 のpdivがvcellに比例する。結果、
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ワールド仮説に従い、RNA 分子を細胞内に有し、細胞分裂が RNA 複製に依存しない原
始細胞を想定した。その原始細胞膜モデルとしてリポソームを、原始細胞ゲノム複製モ




































行われたとされる、脂質細胞膜内での RNA 複製反応を後押しすることができた。 
第 5 章では、計算機シミュレーションのみを用いた理論研究を行い、2-4 章で示され
た結果をもとに、原始細胞繁殖に重要であろう条件を調べた。結果、原始細胞繁殖に関
して、以下のようなことが示唆された。細胞あたりの RNA 分子量制限は、RNA 複製反
応と細胞分裂のダイナミクスに依存せず、安定に原始細胞繁殖を導くことができる。細
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